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Мезенхімальні стовбурові 
клітини кісткового мозку 

собак 
на ранніх пасажах культивування in vitro

Анотація. Наведено результати цитогенетичних досліджень стовбурових клітин кісткового мозку 
собак під час культивування in vіtro. Виявлено кількісні порушення хромосомного апарату. 
Водночас дані мікроядерного тесту показали, що під час in vitro культивування частка клітин 
із мікроядром і двоядерних клітин були в межах норми.  Мітотичний індекс відповідав частоті 
апоптозних клітин.
 Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітини, кістковий мозок, мононуклеарні клітини, 
цитогенетичний аналіз, хромосоми, анеуплоідія, поліплоїдія, апоптозні клітини.
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Abstract. Conducted  cytogenetic  studies  of  dogs mesenchymal stem cells  bone marrow  during cultiva-
tion in vitro found quantitative violation of the chromosome apparatus. The percentage of aneuploid cells of 
first and second passages slightly higher than the spontaneous level of this  variability. The MSC percentage  
of aneuploidy of third and fourth passages in 1,6 and 2.2 times respectively higher than the spontaneous 
aneuployid, which is characteristic for cells in bone marrow of dogs. The results of micronucleus test showed 
that during in vitro cultivation of cells fraction with the microkernel and dual cells were within normal limits. 
Mitotic index posted a frequency of apoptotic cells.
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aneuploidy, polyploidy, apoptotic cells.
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Незважаючи на інтенсивні дослідження в облас-
ті біології мезенхімальних стовбурових клітин, 
результати досліджень стабільності або карі-

отипових характеристик цих клітин неоднозначні.  У 
наукових колах оприлюднюються протилежні точки 
зору на вірогідність каріотипових змін в культурах, які 
використовують  для клітинної терапії. Велика частина 
науковців вважають, що виникнення хромосомних 
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аномалій характеризують генетичну нестабільність 
культури, яка пов’язана  з втратою теломерної ДНК і 
може призвести до злоякісної трансформації [14, 16]. 
Водночас, існують погляди, що клітини з каріотипо-
вими змінами не шкідливі для трансплантації, тому 
що їх частка в культурі незначна [8]. Ряд робіт по 
дослідженню каріотипової стабільності МСК у процесі 
культивування свідчить на користь довготривалого 
культивування до 25 пасажу. При цьому, не спосте-
рігається розвитку хромосомних або відхилень гене-
тичної стабільності клітин навіть після долання ліміту 
Хейфліка (після 63 циклів подвоєння). [7, 10, 17].

Інші автори у своїх дослідженнях вказують на мож-
ливість спонтанної трансформації МСК, виділених із 
КМ і ЖТ [11], що вказує на формування пухлин із цих 
клітин у тварин під час пасажування in vivo [15].

Навіть при короткочасовому культивуванні віро-
гідність злоякісної трансформації може різко підви-
щитись в результаті геномних мутацій, при цьому 
існуючі клони культивуючих клітин із аномальним 
каріотипом одержують перевагу під час мітотичного 
ділення порівняно з клітинами, які мають нормальний 
каріотип  [2].

У зв’язку із суперечливими науковими результа-
тами різних аворів єдиної думки щодо збереження у 
стовбурових клітин нормального хромосомного набо-
ру при пасуванні до цих пір не існує [1, 5, 9, 18].

Враховуючи наведені вище факти, проведення карі-
отипової характеристики мезенхімальних стовбуро-
вих клітин кісткового мозку (МСК КМ) собак під час 
культивування in vitro є досить актуальним і своєчас-
ним завданням. Це дасть змогу безпечно використо-
вувати МСК для клітинно-регенеративної терапії. 

Мета досліджень: встановити зако
но мірності хромосомної мінливості 
мезенхімальних стовбурових клітин 
кісткового мозку собаки на ранніх 
пасажах культивування in vitro та провести 
мікроядерний тест.

Цитогенетичний моніторинг 
включав аналіз 30 метафазних 
пластинок стовбурових клітин 
собаки першого, другого,  тре-
тього та четвертого пасажів, 
одержаних за допомогою моди-
фікованого стандартного цитоге-
нетичного методу [6, 12].

 У процесі досліджень врахову-
вали: кількісні порушення хромо-
сом – анеуплоїдію(А), поліплоїдію 
(ПП)) та структурні аберації – роз-
риви хромосом (ХР) і хроматид 
(ХМ). На цих самих препаратах 
провели мікроядерний тест: під-

рахували кількість двоядерних (ДЯ) клітин, клітин із 
мікроядром (МЯ), мітотичний індекс (МІ), апоптозні 
клітини (АП). Частоту ДЯ, МЯ, МІ, АП вираховували на 
1000 клітин (‰).

Результати досліджень. Стабільність каріотипу 
мезенхімальних стовбурових клітин (МСК) кісткового 
мозку собаки на ранніх пасажах культивування in vitro 
порівнювали із мінливістю каріотипу клітин кісткового 
мозку за спонтанного мутагенезу. Результати цитоге-
нетичного моніторингу МСК кісткового мозку собаки 
свійського першого - четвертого пасажів показали, що 
для цих клітин характерні кількісні порушення каріо-
типу (анеуплоїдія), частота якої становила від 16,6% до 
33,3% відповідно (табл. 1).

Для каріотипу собак характерна спонтанна анеу-
плоїдність, виявлена у 5-15% клітин кісткового мозку 
[3]. Відсоток анеуплоїдних мезенхімальних стовбуро-
вих клітин кісткового мозку собаки першого пасажу 
становив 16,6, другого – 18,0 що незначно перевищує 
спонтанний рівень (5-15%) цієї мінливості, виявленої у 
клітинах кісткового мозку. Відсоток МСК із анеуплоїді-
єю третього та четвертого пасажу дорівнював 25,0  та 
33,3%, що 1,6  та у 2,2 раза (відповідно) більше рівня 
спонтанної анеуплоїдності, характерної для клітин кіст-
кового мозку [3]. Різниця середніх величин цієї мінли-
вості між другим і третім, другим і четвертим пасажами 
виявилася достовірною при P>0,95 та P>0,99 відповідно. 
Клітин  із кратним збільшенням числа хромосом та їх 
структурними порушеннями  виявлено не було.

а- метафазна пластинка в нормі  (2n=78); 
б- кількісні порушення каріотипу (анеуплоїдія 2n=74) 
Частота клітин із мікроядрами (1,3‰ - 4,5‰) зна-

ходилася у межах контролю, оскільки, частота появи 

Таблиця 1
Результати  цитогенетичного аналізу мезенхімальних стовбурових клітин 

кісткового мозку собак першого – четвертого пасажів (M±m, n=4)

№ пасажу Кількість
метафаз, n

Анеуплоїдія,
%

Поліплоїдія,
%

Перший 30 16,6±1,5 –

Другий 30 18,0±1,4 –

Третій 30 25,0±2,10 –

Четвертий 30 33,3±2,30 –
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клітин із мікроядрами у нормі для ссавців знаходиться 
у межах 1,6  - 5,6‰ [20]. Частота двоядерних мезен-
хімальних стовбурових клітин другого - четвертого 
пасажів становила 1,6  та 2,0‰ і знаходилася в межах 
параметрів, які характерні для ссавців [4]. У популяції 
клітин першого пасажу двоядерних МСК виявлено 
не було. Частота мітотичного індексу узгоджувалася 
прямим пропорційним співвідношенням із частотою 
апоптозних клітин.

Висновки
Встановлено достовірну різницю середніх величин 

підвищення кількісних порушень хромосом (анеуплої-
дії) між другим, третім та четвертим пасажами.

Виявлені підвищені межі кількісних порушень хро-
мосом у популяціях МСК кісткового мозку собаки 
третього та четвертого пасажів у порівнянні із спон-
танною анеуплоїдністю клітин кісткового мозку.
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Таблиця 2
Результати мікроядерного тесту МСК собак  на ранніх 

пасажах культивування (M±m, n=4)

№ 
пасажу

Клітини із
мікроядром,

‰

Двоядерні
клітини,

‰

Мітотичний
індекс,

‰

Апоптоз,
‰

Перший 1,3±0,01 - 1,5±0,07 1,0±0,01

Другий 1,5±0,07 1,8±0,05 1,9±0,03 1,1±0,04

Третій 2,3±0,04 1,6±0,01 2,0±0,04 2,0±0,03

Четвертий 4,5±0,02 2,0±0,03 8,0±0,05 8,1±0,06


